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我们利用定点突变技术，对 148 His 进行一次突变，得到源于大型多管水母
的 GFP 突变体，实现对 Hg2+高选择性、高灵敏度的荧光增强型传感。低浓度荧
光滴定实验表明，该识别体系对 Hg2+具有低至亚纳摩尔级的检测限。吸收光谱
和 CD 光谱实验指明了 Hg2+引起蛋白荧光增强的机理，即 GFP 基态生色团的阴





























It is exigent to develop highly sensitive and selective biosensors that are capable 
of monitoring temporal and spatial distribution of Hg2+ in vivo. Although progresses 
have been made in constructing small molecule fluorescent Hg2+ sensors, designing 
protein-based biosensors still seems to be a challenging task because of the strong 
fluorescence quenching property of Hg2+ and dysfunction of proteins in presence of 
Hg2+.  
In our work, with only substitution of cysteine for histidine at position 148, we 
converted a GFPxm which is derived from fluorescent protein of Aequorea 
macrodactyla in the East China Sea into a highly sensitive and specific biosensor for 
Hg2+ in a fluorescence increasing fashion. The results of experiments in nanomolar 
level indicate that the mutant is highly sensitive with the detection limit in 
sub-nanomolar level. To unmask the mechanism behind the fluorescence increasing, 
we investigated the influence of Hg2+ on the ground state of the mutant. Both of the 
CD spectra in visible range and the absorption spectra suggest a single deprotonation 
process induced by Hg2+ in ground state. We get to know that the phenomenon of 
increasing fluorescence of GFPxm H148C stems from the rising “bright” anionic state 
absorption in proportion to the concentration of Hg2+. In addition, FCS was employed 
to study the influence of Hg2+ on the internal photodynamics of single GFPxm H148C 
molecules. Hg2+ was observed to induce transition of fluorescent protein into a dark 
state with a long relaxation time, which further agrees with the decreased lifetime and 
quantum yield. Further mutagenesis experiments make us know that the introduced 
cysteine opened an avenue for outside Hg2+ to interact with the chromophore. In 
addition, Cd2+ was observed to increase the fluorescence of the other mutant by 
inducing deprotonation of chromophore that convinces us of a fact that except for 

























GFP (EGFP) 绿色荧光蛋白(增强型) 
YFP (EYFP) 黄色荧光蛋白(增强型) 
BFP (EBFP) 蓝色荧光蛋白(增强型) 


































1.1 GFP 研究进展 
1.1.1 GFP 的发现 
1961 年，Nobel Prize 获得者 Osamu Shimomura 从发绿光的 Aequorea victoria
水母体内提取光蛋白 Aequorin 时，发现 Aequorin 发出的并不是绿光而是蓝光，
继续提取其它蛋白，从而发现了绿色荧光蛋白 GFP[1] 。研究表明，在水母体内，
Aequorin 与 Ca2+结合发出的蓝色荧光，以 FRET 的方式激发 GFP 发射绿色荧光
[2] 。随后 Shimomura 又通过消化 GFP 得到一段含有生色团的肽段，研究该肽
段从而推测出对羟基苯咪唑啉酮为其生色团结构[3] ，并经 Cody 等人[4] 核磁共
振表征证实。从此，太平洋深海绿色世界的 GFP 的神秘面纱被慢慢揭开[5] 。 
 
 
Scheme 1 The chromophore of GFP proposed in 1979[3]  
 
1.1.2 GFP 的发展 
GFP 发展史上第二个重要人物 Douglas Prasher 在 1987 年开始对水母发光产
生兴趣，并于 1992 年首先克隆出 Aequorea victoria GFP 的 cDNA [6] 。序列分析
指出 GFP 有 238 个氨基酸组成，其编码区很短，无 Polu (A)尾。但是，当时许多
人对 GFP 在异源生物中表达并发光表示怀疑，认为 GFP 的发光像许多其他发光
蛋白一样，需要水母体内未知酶系统参与[7] ，因此 prasher 于 1992 年克隆出 GFP
的 cDNA 后就没有得到 NIH 的继续资助，停止开展 GFP 在异源生物体表达实验。 















cDNA 序列以及基因，用以构建了一个 GFP 表达载体，首次将 GFP 表达在大肠
杆菌(E. coli)以及 2 年后的的秀丽隐杆线虫(C. elegans)中[10] ，在这两个异源生
物体内 GFP 呈现出明亮的绿色荧光。这一结果打破了很多人的质疑，也将 GFP
从一个普通的发光蛋白变为可以自主发光的荧光标记分子。而此时的 prasher 早
已放弃了科研事业，与诺贝尔奖擦肩而过。 
另一位诺贝尔奖得主 Roger Y. Tsien 从 Prasher 那里得到 GFP 的基因后，致
力于改善野生型 wtGFP 的发光性质。在 1995 年研究第 65 位丝氨酸(Ser)脱水形
成生色团一部分的过程中，发现 S65T 突变致使 GFP 突变体只有一个激发波长(现
在可知是生色团主要以阴离子状态存在)，且蛋白翻译后修饰氧化形成生色团过
程是 wtGFP 的四倍，提出了改善 GFP 表达以及发光性质的方法[11] 。在 1996
年与 Remington 合作解出了 GFP 的晶体结构[12] ，并通过在第 66 位酪氨酸以及
其他位点突变得到了可用于 FRET 标记的蓝色荧光蛋白 BFP(445 nm em.)和波长
红移的黄绿色荧光蛋白 GFP(514 nm em.)[13] ，并与 1997 年利用 EYFP 和 ECFB，
EGFP 和 ECFP 标记钙调蛋白 CaM 研究其与 Ca2+结合过程[14] 。在 1999 年，通
过 circular permutation PCR 技术，在 GFP 中随机插入 多 20 个氨基酸的随机肽，
发现了 10 个的可插入位点（E142、Y143、Y145、H148、D155、H169、E172、
D173、A227、I229）。甚至可以在 EYFP 的第 145 位点插入一个 EYFP 后蛋白仍
有荧光 [15] 。除了对 GFP 改造之外，Tsien 还对源于珊瑚海葵的红色荧光蛋白
(DSRed)研究作出重要贡献[16] 。DsRed 易于形成四聚体[17] 的性质限制其在荧
光标记方面的应用，Tsien于2002年利用 error-prone PCR对DsRed进行 semiradom
突变将其改造成保持荧光性质的不易聚集的单体分子[18] 。在突变出黄色、蓝
色、红色荧光蛋白后，Tsien 又在 2008 年得到了稳定的橙色荧光蛋白 OFP[19] 以





















Scheme 2 The family of FPs 
 
1.1.3 GFP 的结构 
1.1.3.1 GFP 的构造 
GFP是由一条含有238个氨基酸残基的多肽链组成，分子量为 ca. 27-28 kDa，
其立体结构可描述成“罩在灯罩里的一盏灯”[24] 如图 1 所示，其生色团(图 1
中黄色部分)位于由 11 个β折叠片组成的近似完美的 β桶状结构(β bin/β barrel)的
中心[12, 25] ，唯一不规则的地方位于β7和β8之间，存在一个氢键断裂的缝隙





的结构稳定性，只有当温度高于 76 oC，pH 小于 4、大于 12 的强酸强碱环境下，


















Figure 1 The rendered structure of GFP (from website of Tsien’s lab) 
 
1.1.3.2 生色团形成 
wtGFP 的生色团是由 65 Ser，66 Tyr，67 Gly 三个氨基酸残基经过环化、氧
化过程形成的对羟基苯咪唑啉酮，如示意图 3 所示[32-33] 。生色团中 67 Gly 通
过氨基与 65 Ser 的羰基环化脱水形成咪唑，在有氧条件下，新的 N=C 双键促进
66 Tyr 的α，β氧化脱氢，形成成熟的 GFP 生色团。 
 
 
Scheme 3 Biosynthetic scheme for the chromophore of GFP 
 
1.1.3.3 生色团转换机制 















和 222 Glu 之间形成一个质子传递网络，使得质子在生色团和 Glu222 之间转移。 
如示意图 4 所示，GFP 生色团 A form 是质子化中性结构，其中 66 Tyr 酚羟
基，222 Glu 羧基、一个水分子、203 Thr 羰基、205 Ser 侧链氧形成的氢键共同
维持这种状态。222 Glu 羧基与 65 Ser 形成的氢键进一步稳定了这种状态。GFP
生色团 B form 是 Tyr66 是酚羟基去质子化的阴离子形态，148 His 侧链与 66 Tyr
酚基氧形成的氢键和水分子与 66 Tyr、203 Tyr 侧链、205 Ser 侧链形成的氢键网
共同维持这种状态。203 Thr 的构象发生了重排，侧链氧与生色团形成氢键进一
步稳定了这种状态。205 Ser 和 222 Glu 之间的氢键断裂。生色团从 A form 到 B 
form 过程中有过渡态 I form，222 Glu 通过与水分子和 205 Ser 形成的氢键网给生
色团提供电荷。 
 
Scheme 4 Mechanisms of chromophore conversion of GFP [36]  
 















发光机制还有两性离子形式(zwitterionic form)。通过 222 Glu 的质子传递形成两




















Scheme 5 Different forms of chromophore of GFP 
 
1.1.4 GFP 的改造 
1.1.4.1 点突变  
在过去十年内，众多课题组通过大量随机突变，筛选出各种发光性质的
FPs[38] (详见示意图 6)，总结发现，改变颜色的 FPs 多在生色团第 64，66 位突
变，因此现又有课题组立足于生色团化学改造，通过加入吸电子或给电子基团，
寻求独立于 β桶状结构的较高量子产率的生色团异构体[39-40] 。 
 
 
Scheme 6 Spectral properties of variants of the GFP family[41]  
 
Tsien 曾对 FPs 做了分类，根据生色团状态以及突变分 7 类 FPs[42] ，其具
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